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Verwendunq eines Antikorpers zur Detektion und/oder 
Quantif izierunq und/oder Isolierunq von Basophilen und/oder 
Mastzellen und/oder den Vorlauf erzellen dieser Zellen und/oder 
einer Oberf lachenstruktur dieser Zellen 



Die Erfindung betrifft die Verwendung eines Antikorpers zur De- 
tektion und/oder Quantif izierung und/oder Isolierung von Baso- 
philen und/oder Mastzellen und/oder den Vorlauf erzellen von 
Basophilen und/oder Mastzellen und/oder einer Oberf lachenstruk- 
tur dieser Zellen. 
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Ferner betrifft die Erfindung 

ein Verfahren zur Untersuchung von Allergien, 

ein Verfahren zur Bereitstellung von hamatopoetischen Vor- 
lliuf erzellen, die in Mastzellen oder Basophile differen- 
zieren kdnnen, 

- eine im wesentlichen reine Population von Basophilen 
und/oder Mastzellen und/oder den Vorlauf erzellen von Baso- 
philen und/oder Mastzellen, 

ein Reagenz zum Binden dieser Zellen, 

einen Protein-Komplex , der auf Zellober f lachen prasentiert 
wird, 

- einen Vektor mit einer Nukleinsaure, die fur mindestens 
eine Proteinsequenz aus diesem Protein-Komplex codiert, 
sowie 

- eine Nukleinsaure, die eine Nukleinsauresequenz umfaJ3t, 
die fur mindestens eine Proteinsequenz aus diesem Protein- 
Komplex codiert oder die zu einer solchen Nukleinsaure- 
sequenz komplementar ist. 

Antikdrper, mit denen man Basophile und Mastzellen im ausge- 
reiften Zustand und einzeln fur sich detektieren kann, sind be- 
kannt • 
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Bei der Hamatopoese oder Blutbildung gehen aus plur ipotenten 
Stammzellen im Knochenmark lymphoide und myeloische Vorlaufer- 
zellen hervor. Aus den lymphoiden Vorlauf erzellen entstehen T- 
und B-Lymphozyten, wahrend aus den myeloischen Vorlauf erzellen 
entweder Erythrozyten, Megakaryozyten, Basophile, Eosinophile, 
Neutrophile, Monozyten oder bisher unbekannte Vorlauf erzellen, 
aus denen sich Mastzellen entwickeln, entstehen. Basophile, Eo- 
sinophile und Neutrophile werden insgesamt als Granulozyten be- 
zeichnet. Nach der Hamatopoese finden sich Basophile im Blut, 
wahrend sich Mastzellen in Geweben finden. Die Hamatopoese fin- 
det beim Erwachsenen im Knochenmark statt. 



Basophile und Mastzellen sind multif unktionelle Ef f ektorzellen, 
die an allergischen Reaktionen und an Entzundungsreaktionen be- 
teiligt sind. Trotz ahnlicher biochemischer und f unktioneller 
Eigenschaf ten sind Basophile und Mastzellen unterschiedliche 
Zelltypen, die beide ebenso wie Eosinophile von CD34-positiven 
Vorlauf erzellen abstammen. 



Die Unterscheidung der verschiedenen Zelltypen im Knochenmark 
und Blut sowie deren Zuordnung in verschiedene Differenzie- 
rungsstadien spielt im Klinikalltag eine wesentliche Rolle. So 
ist es beispielsweise zur Diagnose von Blutbildungsstorungen 
notwendig, die Zellzahl jedes spezifischen Zelltyps und mog- 
lichst auch das jeweilige Dif f erenzierungsstadium zu erfassen. 
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Daruber hinaus ist die Untersuchung der Blut- und Blutvorlau- 
ferzellen im Knochenmark bei der Diagnose von Leukamien wich- 
tig. Anzahl, Art und Stadium der Zellen werden zur Klassifizie- 
rung oder Zuordnung des Leukamietyps sowie zur Entscheidung 
uber eine angemessene Therapie herangezogen . Dabei richtet sich 
die Zuordnung von Leukamien einerseits nach dem klinischen Ver- 
lauf der Krankheit und andererseits nach dem Reifegrad und der 
Abstammung der pathologisch veranderten Leukozyten. Dazu ist es 
jedoch notwendig, Zelltyp und Status sowohl der gesunden als 
auch der entarteten in einer Patientenprobe enthaltenen Zellen 
\ ^ zu erfassen. 

\ ' 

Bisher erfolgen diese Analysen im Mikroskop anhand der Morpho- 
logie der Zellen nach Anfarbung mit klassischen Farbemethoden , 
beispielsweise der Pappenheim-Farbung oder der May-Grunwald- 
Giemsa-Farbung, und durch manuelles Auszahlen. Moderne Verfah- 
ren zur Auswertung von Knochenmarkbiopsien oder Blutproben ver- 
wenden Antikorper, die spezifische Antigene als Marker fur be- 
stimmte Zelltypen und Stadien erkennen. Die Antikorper bzw. die 

#erkannten Antigene konnen dann in Standardverf ahren wie dem 
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) oder der DurchfluB- 
zytometrie (FACS = fluorescence activated cell sorting) automa- 
tisiert nachgewiesen werden. 

Bisher sind aber nur wenige Antikorper bekannt, die spezifisch 
intakte Basophile erkennen. Einer dieser Antikorper ist der An- 
tikorper Bsp-1, der mit Basophilen aber nicht mit Gewebe- 
Mastzellen reagiert (Bodger, M.P. et al., Blood 69. (1987), 
1414). Der CD1 17-reaktive Antikorper YB5B8 erkennt Mastzellen 
und hamatopoetische Vorlauf erzellen (Ashman et al., Blood 7_8 
(1991), 30). 
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In der DE 197 08 877 CI ist beschrieben, da/3 der Antikorper 
97A6 spezifisch an Megakaryozyten , nicht jedoch an Thrombozyten 
bindet . 

Bisher ist jedoch von keinem Antikorper bekannt, daJ3 er gleich- 
zeitig Basophile, Mastzellen und deren Vorlauf erzellen erkennt . 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, einen Antikorper fur die eingangs genannte Verwendung be- 
reit zus tellen . 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafl durch eine Verwendung eines 
Antikorpers gelost, bei der eine Bindung des Antikorpers an 
diejenige Oberf lachenstruktur der Zellen erfolgt, an die der 
Antikorper mit der Bezeichnung 97A6 binden kann, der von Hybri- 
domzellen produziert und freigesetzt wird, die am 12.02.1997 
unter der Nr. DSM ACC 2297 bei der Deutschen Sammlung von Mi- 
kroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ , gemafi dem Budapester 
Vertrag hinterlegt worden sind. 

Die Auf bewahrungsdauer dieser Hybridomzellen wurde entsprechend 
verlangert. 

Unter einem Antikorper im Sinne der Erfindung werden auch Anti- 
korperf ragmente , wie beispielsweise F(ab), Konjugate mit Anti- 
korpern und/oder Antikorperf ragmenten sowie alle Zusammenset- 
zungen, die Antikorper, Antikorper f ragmente und Konjugate mit 
Antikorpern und/oder Antikorperf ragmenten enthalten, verstan- 
den . 
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Eine Oberf lachenstruktur , an die ein Antikorper bindet, kann im 
Sinne der Erfindung ein einzelnes Molekiil, beispielsweise ein 
Membranprotein, oder auch eine Assoziierung von zwei oder meh- 
reren Molekiilen, beispielsweise ein aus mehreren Untereinheiten 
bestehender Ionenkanal oder Rezeptor, sein. 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei- 
se vollkommen gelost. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben namlich erkannt, 
dafl die Oberf lachenstruktur , an die der Antikorper 97A6 binden 
kann, auBer auf wenigen megakaryozytischen Zellinien nur auf 
Basophilen und Mastzellen sowie auf deren Vorlaufer zellen und 
auf der Mastzellinie HMC-1 sowie der basophilen Leukamiezel- 
linie KU-812 exprimiert ist. Aufgrund der DE 197 08 877 CI war 
dies nicht zu erwarten, denn dort wird beschrieben, daJ3 der An- 
tikorper 97A6 spezifisch fur Megakaryozyten ist. Neuere For- 
schungsergebnisse des Erfinders zeigen jedoch, daJ3 der Anti- 
korper 97A6 zwar einige wenige megakaryozytischen Zellinien, 
jedoch keine nativen Megakaryozyten erkennt . 
\ 

Da sich der erf indungsgemafi verwendete Antikorper gut zum Auf- 
reinigen von Zellen eignet, betrifft die Erfindung auch eine im 
wesentlichen reine Population von Basophilen und/oder Mast- 
zellen und/oder Vorlauf erzellen von Basophilen und/oder Mast- 
zellen, wobei die Zellen von einem Reagenz gebunden werden kon- 
nen, das spezifisch an solche Oberf lachenstrukturen dieser Zel- 
len bindet, die von dem Antikorper 9 7A6 erkannt werden. Dariiber 
hinaus betrifft die Erfindung ein entsprechendes Reagenz zum 
Binden dieser Zellen. 



Mit Hilfe des Antikorpers 97A6 ist es leicht moglich, die Ober- 
flachenstruktur, an die der Antikorper bindet, zu isolieren und 
dagegen sowohl monoklonale als auch polyklonale Antikorper her- 
zustellen . 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ebenfalls den vom 
Antikorper erkannten Protein-Komplex, einen Vektor mit einer 
Nukleinsaure, die fur mindestens eine Proteinsequenz aus diesem 
Protein-Komplex codiert und eine Nukleinsaure, die eine Nu- 
kleinsauresequenz umfafit, die fur mindestens eine Protein- 
sequenz aus diesem Protein-Komplex codiert oder zu einer sol- 
chen Nukleinsauresequenz komplementar ist. 

Ein groBer Vorteil der erf indungsgemaJJen Verwendung eines Anti- 
korpers besteht darin, daJ3 damit zuverlassig die Uberwachung 
der Zahl von Basophilen im Blut von Patienten mit chronisch- 
myeloischer Leukamie ermoglicht wird, weil viele der in unrei- 
fer Form vorliegenden Basophilen, die bisher morphologisch 
nicht als solche identif izierbar waren, damit zuverlassig er- 
kannt werden konnen. Somit kann die genaue Zahl von Basophilen 
'in diesen Patienten und damit der Status ihrer Erkrankung be- 
stimmt werden. 

Weiterhin ermoglicht die er f indungsgema.Be Verwendung eines An- 
tikorpers vorteilhaf terweise die Isolierung von Vorlaufer- 
zellen, aus denen je nach Kultivierungsbedingungen Mastzellen 
oder Basophile generiert werden konnen. Somit erleichtert die 
erf indungsgemaBe Verwendung die Erforschung der Dif f erenzierung 
dieser Zellen. Besonders vorteilhaf t gegeniiber anderen bisher 
bekannten Antikorpern ist dabei, daJ3 Basophile schon in sehr 
friihen Entwicklungsstadien mit dem verwendeten Antikorper 
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detektierbar sind und in der weiteren Entwicklung damit detek- 
tierbar bleiben. 

Ein fur die Routine-Diagnostik wesentlicher Vorteil der erfin- 
dungsgemaflen Verwendung eines Antikorpers besteht in der Mog- 
lichkeit, mit einem einzigen Antikorper beispielsweise Mast- 
zellen aus verschiedenen Geweben und Basophile aus Blut nach- 
weisen zu konnen. Bisher waren dazu verschiedene Antikorper und 
Antikdrperkombinationen notwendig, was mit deutlichen Mehr- 
kost en verbunden war. Basophile konnen in Blutproben auch hi— 
stochemisch gefarbt werden, bspw. mittels May-Griinwald-Giemsa . 
Zur Identif izierung und Auszahlung der Basophilen ist dann er- 
fahrenes Personal notwendig, und subjektive Schwankungen der 
Ergebnisse sind moglich. Unreife Basophile sind auf diese Weise 
nicht zu identif izieren . Dagegen ermoglicht die erfindungs- 
gemafie Verwendung von Antikorpern die Analyse mittels objektiv 
auswertbarer Standardverf ahren, wie ELISA oder FACS, die auch 
von weniger erfahrenem Personal durchgefiihrt werden konnen und 
einen wesentlich grofleren Probendurchsatz ermoglichen als die 
^subjektive Auswertung von Farbungen. 

Weiterhin haben die Erfinder der vorliegenden Erfindung er- 
kannt, daJ3 die Aktivierung von Basophilen, bspw. im Zusammen- 
hang mit einer allergischen Reaktion, zu einer verstarkten Pre- 
sentation der durch den erf indungsgemafi verwendeten Antikorper 
erkannten Oberf lachenstruktur fiihrt. Daher eignet sich der 
Nachweis und/oder die Quantif izierung dieser Oberf lachenstruk- 
tur auf Basophilen gut zur Untersuchung der Aktivierung von 
Basophilen . 



In einer bevorzugten Ausgestaltung ist der verwendete Anti- 
korper ein monoklonaler Antikorper. 

Die Verwendung eines monoklonalen Antikorpers hat den Vorteil, 
daB der Antikorper standardisiert reproduzierbar ist und somit 
potentiell in unbegrenzten Mengen hergestellt werden kann. Dar- 
iiber hinaus sind die Bindungseigenschaf ten eines monoklonalen 
Antikorpers stets konstant, so daft auch jede Verwendung eines 
monoklonalen Antikorpers standardisierbar ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung wechselwirkt der 
erf indungsgemaJ3 verwendete Antikorper im wesentlichen nicht mit 
Immunglobulinen der Klasse IgE. 

Die Verwendung eines solchen Antikorpers weist bei Untersuchun- 
gen im Zusammenhang mit der Aktivierung von Basophilen namlich 
den unerwarteten Vorteil auf, daB er die Basophilen nicht durch 
Vernetzung von zellgebundenen IgE-Immunglobulinen selbst akti- 
viert und die Unterschungsergebnisse somit nicht beeinfluBt. 

^In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
wird der Antikorper 97A6 selbst zur Detektion und/oder Isolie- 
rung verwendet. 

Die Verwendung dieses Antikorpers hat den Vorteil, daJ3 dieser 
Antikorper bereits gut charakterisiert ist und in groBen Mengen 
zur Verfugung steht. 

Die Erfindung betrifft ferner die erf indungsgemafie Verwendung 
eines Antikorpers im Zusammenhang mit der Analyse der Hamato- 
poese . 



Wie zuvor bereits erwahnt, eroffnet die erf indungsgemafie Ver- 
wendung die Moglichkeit, Vorlauf erzellen von Basophilen und 
Mastzellen zu isolieren und so die Hamatopoese in bezug auf 
diese Zellen zu analysieren. Diese Analyse ist jedoch nicht nur 
von wissenschaf tlichem Interesse, sondern kann auch bei der Un- 
tersuchung von Blutbildungsstorungen in der klinischen Diagno- 
stik eingesetzt werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung erfolgt die erf indungsgemafie 
Verwendung eines Antikorpers im Zusammenhang mit der Analyse 
von Patientenproben, insbesondere von Gewebebiopsien, Knochen- 
markbiopsien und/oder Blutproben. Dabei dient die erf indungs- 
gemafie Verwendung bei Gewebebiopsien zum Nachweis von Mastzel- 
len, bei Knochenmarkbiopsien zum Nachweis von Vorlauf erzellen 
von Mastzellen und/oder Basophilen und bei Blutproben zum Nach- 
weis von reifen und unreifen Basophilen. 

Wie bereits erwahnt, sind somit mit einem einzigen Antikorper, 
je nach Ausgangsmaterial , verschiedene Analysen moglich, die 
bisher nur mit Antikorperkombinationen oder iiberhaupt nicht 
durchfuhrbar waren. 

Die erf indungsgemafie Verwendung eines Antikorpers betrifft fer- 
ner die diagnostische Einordnung von Tumoren, insbesondere von 
Leukamien . 

Die Diagnose und Klassif izierung von Leukamien erfolgt anhand 
von Knochenmarkbiopsien oder Blutproben. So wird beispielsweise 
bei einer Auspragungsf orm der Leukamie, der CML, anhand von 
Knochenmarkuntersuchungen der Status aller myeloischen Zellen 
analysiert. Der erf indungsgemafie Antikorper hat dabei den 



Vorteil, Informationen iiber den Anteil von Vorlauf erzellen fiir 
Basophile und Mastzellen zu liefern. Bei einer Blutuntersuchung 
ermoglicht die erf indungsgemafie Verwendung - wie bereits er- 
wahnt - die Detektion von Basophilen, insbesondere unreifen 
Basophilen, die bisher nicht erkannt werden konnten. Da die 
Zahl von Basophilen aber ein kritischer Parameter bei der Pro- 
gression der CML ist, bietet die er f indungsgema.Be Verwendung 
den Vorteil, eine zuverlassigere diagnostische Aussage iiber das 
Stadium der CML zu ermoglichen, als dies bisher moglich war. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung ist 
der verwendete Antikorper mit einem Marker, insbesondere mit 
einem Fluoreszenz-Marker , verbunden. 

Hierbei ist vorteilhaft, daft der Antikorper dann mit hoher Sen- 
sitivitat nachgewiesen werden kann, weshalb nur kleine Mengen 
des Antikorpers zur Diagnose eingesetzt werden mussen. Daruber 
hinaus ist die Verwendung eines solchen Antikorpers bei einem 
ELISA oder bei der Anwendung der Durchf luBzytometrie moglich. 

Bei einer weiteren erf indungsgemaflen Ausgestaltung erfolgt der 
Nachweis gebundener Antikorper durch ein iibliches immunologi- 
sches Nachweisverf ahren, insbesondere ELISA oder FACS-Analyse . 

Diese Verwendung hat den Vorteil, daJ3 sie eine hochspezif ische , 
sensitive, schnelle und in automatisierter Form durchf iihrbare 
Bestimmung von Zellen in Patientenproben erlaubt. 

Die Erfindung betrifft ferner die erf indungsgemafie Verwendung 
eines Antikorpers zum Nachweisen und/oder Quantif izieren von 
aktivierten Basophilen. 
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Eine solche Verwendung hat den Vorteil, daJ3 dadurch die Ursa- 
chen einer Aktivierung von Basophilen relativ einfach unter- 
sucht werden konnen, weil aktivierte Basophile gegeniiber nicht 
aktivierten eine grofiere Zahl von erf indungsgemaB verwendeten 
Antikorpern binden. So konnen Basophile beispielsweise mit po- 
tentiell aktivierenden Agenzien und erf indungsgemaB verwendeten 
Antikorpern inkubiert werden. Anschlie/Jend konnen aktivierte 
Basophile von nicht aktivierten durch die erhohte Expression 
des 97A6-Antigens unterschieden werden. Diese erhohte Expressi- 
on kann im Durchf lufizytometer quantif iziert werden. 

Die erf indungsgemaJ3e Verwendung eines Antikorpers betrifft fer- 
ner die Bestimmung des AusmaJ3es der Aktivierung von Basophilen. 

Durch die Bestimmung des Ausmafles der Antikorperbindung an ein- 
zelne Basophile kann auch das Ausmafi der Antigenexpression und 
somit der Aktivierung dieser Zellen bestimmt werden. Somit er- 
offnet diese erf indungsgemafle Verwendung die vorteilhafte Mog- 
lichkeit Agenzien, die Basophile aktivieren, daraufhin zu un- 
tersuchen, in welchem Ausmafl sie zur Aktivierung dieser Zellen 
beitragen. Somit konnen Agenzien, beispielsweise Allergene, 
nach ihrer Fahigkeit eingestuft werden, Basophile zu aktivie- 
ren. Auf diese Art und Weise kann beispielsweise eine Abschat- 
zung des allergieauslosenden Potentials eines Agens erfolgen. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Untersuchung 
von Allergien, mit den Schritten: 

Inkubieren einer Blutprobe mit einem Agens, das im Ver- 
dacht steht, eine allergische Reaktion auszulosen, 
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- Inkubieren dieser Blutprobe mit einem in den Anspriichen 1 
bis 4 verwendeten Antikorper, 

- Quantif izieren der an Zellen gebundenen Antikorper. 

Dieses erf indungsgemafie Verfahren eroffnet die Moglichkeit, 
einen Allergietest durchzuf iihren, ohne daJ3 der zu untersuchen- 
den Person ein lastiger und unangenehmer Hauttest zugemutet 
werden muJ3 . Fur das erf indungsgemafie Verfahren ist es lediglich 
notwendig, mit einigen Millilitern Blut von der zu untersuchen- 
den Person in vitro einen Test mit verschiedenen Allergenen 
durchzuf iihren , wobei 15 Minuten nach Inkubieren mit einem Agens 
der erf indungsgemafl verwendete Antikorper inkubiert werden 
kann. Durch die Quantif izierung der von den Basophilen gebunde- 
nen Antikorper kann dabei nicht nur eine Aussage dariiber ge- 
macht werden, ob ein Agens eine allergische Reaktion auslosen 
kann, sondern auch dariiber, wie stark diese allergische Reakti- 
on ist. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Bereitstellung 
von hamatopoetischen Vorlauf erzellen, die in Mastzellen oder 
Basophile dif f erenzieren konnen, mit den Schritten: 

- Isolieren und Bereitstellen von Knochenmarkzellen aus 
einem Organismus, 

- Inkubieren dieser Knochenmarkzellen mit einem erfindungs- 
gemaJ3 verwendeten Antikorper, 

- Isolieren der antikorpergebundenen Zellen mit iiblichen 
Verfahren, insbesondere FACS und MACS (magnetic cell 
sorting ) . 
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Die Bereitstellung dieser hamatopoetischen Vorlauf erzellen er- 
moglicht die Untersuchung der Entwicklung von Mastzellen und/ 
oder Basophilen. Dies kann zu Forschungszwecken und im Falle 
einer gestorten Hamatopoese auch zu diagnostischen Zwecken er- 
folgen. Dariiber hinaus konnen aus Vorlauf erzellen in vitro Zel- 
len geziichtet werden, die spater wieder in den Spender der Vor- 
lauferzellen eingebracht werden konnen, ohne immunologische 
Probleme zu verursachen. Dies kann beispielsweise bei Patienten 
mit einer gestorten Hamatopoese sinnvoll sein. 

Dariiber hinaus betrifft die Erfindung eine im wesentliche reine 
Population von Basophilen und/oder Mastzellen und/oder den Vor- 
lauferzellen von Basophilen und/oder Mastzellen, wobei diese 
Zellen von einem Reagenz gebunden werden konnen, das spezifisch 
an solche Oberf lachenstrukturen dieser Zellen bindet, an die 
der Antikorper 97A6 bindet. 

Der Vorteil einer solchen Population besteht bspw. darin, dafi 
damit sehr spezifisch die Eigenschaf ten der Zellen erforscht 
werden konnen, ohne daJ3 die Ergebnisse durch andere Zellen be- 
einfluflt werden. Dies ist bspw. dann wichtig, wenn erforscht 
werden soil, welche Substanzen von bestimmten Zellen unter be- 
stimmten Bedingungen produziert und abgegeben werden, weil die- 
se Substanzen in der Regel nur von einer groBen Population von 
Zellen in so ausreichenden Mengen hergestellt werden, daJi damit 
eine Analyse bzw. eine Identif izierung dieser Substanzen mog- 
lich ist. Wurde die Population unterschiedliche Zelltypen ent- 
halten, konnte aus dem Nachweis einer bestimmten Substanz nicht 
darauf geschlossen werden, welche Zellen diese Substanz produ- 
zieren . 
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Weiterhin betrifft die Erfindung ein Reagenz zum Binden von 
Basophilen und/oder Mastzellen und/oder den Vorlauf erzellen von 
Basophilen und/oder Mastzellen, das einen erf indungsgemaJi ver- 
wendeten Antikorper, vorzugsweise den Antikorper 97A6 enthalt. 

Der Vorteil eines solchen Reagenz besteht darin, dafl daran ge- 
bundene Zellen detektiert und selektioniert werden konnen. 
Weiterhin ist bei einem solchen Reagenz vorteilhaft, daJ3 es 
neben einem erf indungsgemaflen Antikorper auch weitere Bestand- 
teile enthalten kann, die den Nachweis gebundener Antikorper 
oder die Selektion Antikorper-gebundener Zellen ermoglichen . 
Dies konnen z.B. Fluoreszenz-markierte oder an magnetische 
Beads gekoppelte Antikorper sein, die an den er f indungsgemaJJen 
Antikorper binden. 

Ferner betrifft die Erfindung einen Protein-Komplex , der auf 
Zelloberf lachen prasentiert wird, wobei dieser Protein-Komplex 
von dem Antikorper 97A6 gebunden werden kann und in einer SDS- 
Polyacry 1 amidgelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen 
Banden ^Xnem apparenten Molekulargewicht von etwa 2 70 kD 



und etwa x^O 7 kD sowie unter nicht-reduzierenden Bedingungen 
eine Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 
270 kD erzeugt. 

Das Bereitstellen dieses Protein-Komplexes hat den Vorteil, daJi 
die Funktion dieses Protein-Komplexes isoliert von Zellen und 
damit moglichen Storeinf lussen untersucht werden kann. Dariiber 
hinaus ermoglicht der isolierte Protein-Komplex die Aufklarung 
der Struktur dieses Komplexes, die weitere Hinweise auf die 
Funktion liefern kann. Aus den einzelnen Proteinen des Komple- 
xes kann die Sequenz dieser Proteine bestimmt werden. Mit Hilfe 
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dieser Sequenzinf ormation kann dann eine Nukleinsauresequenz 
generiert werden, die fur eine entsprechende Proteinsequenz co- 
diert. Die Sequenzinf ormation ermoglicht es auch, die natiirli- 
cherweise in den Zellen vorkommende Nukleinsauresequenz aufzu- 
finden und durch Sequenzierung zu ermitteln. 

Weiterhin betrifft die Erfindung daher einen Vektor mit einer 
Nukleinsaure, die fur mindestens eine Proteinsequenz aus dem 
erfindungsgemafien Protein-Komplex codiert. 

Der Vorteil eines solchen Vektors besteht darin, daJ3 man damit 
bspw. groiJe Mengen der entsprechenden Proteine bzw. Peptide 
gentechnisch herstellen kann. Die so hergestellten Peptid- oder 
Proteinsequenzen konnen dann bspw. dazu dienen, entweder poly- 
klonale Antikorper zu generieren, die nur bestimmte Epitope auf 
dem Protein-Komplex erkennen, oder monoklonale Antikorper, die 
andere Strukturen des Proteins erkennen als der Antikorper 
97A6 . 

Weiterhin betrifft die Erfindung eine Nukleinsaure, die eine 
Nukleinsauresequenz umfafit, die fur mindestens eine Protein- 
sequenz aus dem erf indungsgemaflen Protein-Komplex codiert oder 
die zu einer solchen Nukleinsauresequenz komplementar ist. 

Der Vorteil einer solchen Nukleinsaure besteht darin, da!3 damit 
bspw. durch in sit u-Hybridisierung oder PCR-Analyse Informatio- 
nen iiber die entsprechende Genexpression gewonnen werden kon- 
nen . 

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
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angegebenen Kombinat ion , sondern auch in anderen Kombinationen 
oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus den folgenden Ausfuhrungs- 
beispielen und im Zusammenhang mit der Zeichnung, in der 

Fig. 1 ein Diagramm zeigt, in dem der prozentuale Anteil 

97A6-positiver CD34 + -Zellen aus peripherem Blut, die 
0, 3, 5, 7, 10 und 14 Tage lang in Gegenwart von 
100 ng/ml IL-3 in vitro kultiviert wurden, darge- 
stellt ist; 

Fig. 2 eine Immunprazipitation von 10 7 , mit 125 I oberflachen- 

markierten und anschlieflend lysierten KU-8 12-Zellen 
mit dem Antikorper 97A6 (Spur 97A6) sowie eine Kon- 
trollprazipitation ohne den Antikorper 97A6 (Spur C) 
zeigt, die auf einem 5-15 % SDS-Polyacrylamidgel un- 
ter reduzierenden (R) und unter nicht-reduzierenden 
(NR) Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und 
autoradiographisch sichtbar gemacht wurden; Mole- 
kulargewicht-Standards sind links angezeigt; 

Fig. 3a ein Diagramm zeigt, in dem die durchschnitt lich an 
Basophile gebundene Menge des mit Phycoerythrin mar- 
kierten Antikorpers 97A6 (97A6-PE) in willkiirlichen 
Fluoreszenzintensitatseinheiten (Mittelwert 97A6-PE) 
dargestellt ist, wobei die Basophilen zuvor mit den 
in dem Diagramm angegebenen Anti-IgE-Antikorper- 
konzentrationen inkubiert worden sind und aus dem 
Blut eines Spenders stammen, der gegen Akarinen 
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allergisch ist (Blut 1) oder aus dem Blut eines 
Spenders stammen, der nicht allergisch ist (Blut 2); 
und 

Fig. 3b ein Diagramm zeigt, in dem die durchschnittlich an 
Basophile gebundene Menge von 97A6-PE in willkur- 
lichen Fluoreszenzintensitatseinheiten (Mittelwert 
97A6-PE) dargestellt ist, wobei die Basophilen zuvor 
mit den in dem Diagramm angegebenen Verdunnungen des 
Akarinen-Antigens inkubiert worden sind und aus dem 
Blut eines Spenders stammen, der gegen Akarinen all- 
ergisch ist (Blut 1) oder aus dem Blut eines Spen- 
ders stammen, der nicht allergisch ist (Blut 2). 

Beispiel 1 : 

Isolierung und Nachweis von Basophilen aus peripherem Blut von 
Normalpersonen und Leukamie-Patienten . 

Es ist bekannt, daJ3 die Zahl der Basophilen im peripheren Blut 
von Patienten mit CML beim Ubergang von der chronischen in die 
beschleunigte Phase ansteigt. 

Um die Spezifitat des Antikorpers 97A6 fur Basophile zu testen, 
wurden Mononukleare Leukozyten iiber Ficoll-Hypaque von anderen 
Bestandteilen von Buffy Coats aus peripherem Blut von Normal- 
personen oder Patienten mit CML in der Akzelerationsphase ge- 
trennt. Die Interphase-Zellen wurden anschlieftend mit dem Bio- 
t in-markierten Antikorper 97A6 inkubiert, dreimal gewaschen und 
mit Anti-IgG-MACSbeads (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutsch- 
land) inkubiert. 97A6-positive Zellen wurden dann durch MACS 
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isoliert und anschliefiend zur Kontrolle der Preparation mit 
Phycoerythrin ( PE ) -markiertem Streptavidin und einem PE- 
markierten 9 7A6-Antik6rper markiert und in einem Durchf luJ3zyto- 
meter analysiert. 

Die Reinheit der 97A6-positiven Zellen war 99 %. 

Zur morphologischen Analyse wurden diese Zellen mit May- 
Griinwald-Giemsa gefarbt. Dabei zeigte sich bei Normalpersonen 
auch morphologisch eine reine Basophilen-Population , wahrend 
nur 60 bis 80 % der 97A6-positiven Zellen von CML-Patienten in 
der Akzelerationsphase morphologisch als Basophile identifi- 
zierbar waren. Die restlichen, morphologisch unidentif izier- 
baren 97A6-positiven Zellen erwiesen sich als unreife Vorlau- 
ferzellen von Basophilen. 

Dies zeigt, daJ3 durch den Antikorper 97A6 ein groBerer Anteil 
der Basophilen erkannt wird als durch das bisher verwendete 
Farbeverf ahren . 

Beispiel 2 : 

Detektion von Gewebe-Mastzellen mit dem Antikorper 97A6. 

Lunge-, Vorhaut- oder Gebarmuttergewebe wurde zerkleinert, in 
einem Puffer mit 200 mg/1 KC1, 50 mg/1 NaH 2 P0 4 x H 2 0, 8 g/1 NaCl 
und 1 g/1 Glukose gewaschen und anschlieflend 90 bis 180 min bei 
37 °C mit 2 mg/ml Kollagenase Typ II (Sebak, Suben, Osterreich) 
inkubiert. Danach wurden die dispergierten Zellen abzentrifu- 
giert, gewaschen und 3 0 min mit humanem AB-Serum inkubiert. 
Nach erneutem Waschen wurden die Zellen 30 min bei 4 °C mit dem 
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Antikorper 97A6 inkubiert, gewaschen und dann 30 min bei 4 °C 
mit einem Fluorescein-markierten Ziegen F(ab') 2 IgG-Anti-Maus- 
Antikorper inkubiert. Die Zellen wurden 1 min in 0,02 5 % 
Glutaraldehyd fixiert, gewaschen und 8-12 min mit 0,0125 % To- 
luidin-Blau inkubiert. Nach dem Waschen wurden Toluidin-Blau 
gefarbte Mastzellen mittels eines Fluoreszenz-Mikroskopes 
(Olympus, Wien, Osterreich) im Hellfeld aufgrund ihrer Morpho- 
logie identif iziert und anschlieflend im Fluoreszenzlicht unter- 
sucht . 

Es zeigte sich, daJ3 ausschlie/31ich Mastzellen aus alien Gewe- 
ben, nicht jedoch andere Gewebezellen mit dem Antikorper 9 7A6 
markiert waren. Dariiber hinaus zeigten Mastzellen eine deutlich 
geringere Fluoreszenz-Farbung als gleichartig gefarbte Basophi- 
le. 

Beispiel 3; 

Isolierung und Kultivierung von Vorlauf erzellen 

Zellen aus Knochenmarkproben wurden auf Ficoll-Hypaque , das 
eine Dichte von 1,077 g/cm 3 aufwies, zentrif ugiert . Die Zellen 
der Interphase wurden isoliert, und Zellen, die fur CD34, einem 
Marker fiir hamatopoetische Vorlauf erzellen, positiv waren, wur- 
den mittels MACS isoliert. Diese Zellen wurden mit einem FITC- 
markierten Antikorper gegen CD34 und dem PE-markierten Anti- 
korper 97A6 inkubiert. Doppelt positive Zellen wurden mittels 
FACS selektioniert und in einem semi-soliden Fertigmedium mit 
0,9 % Methylzellulose und einer Mischung von Wachstumsf aktoren 
einschliefllich IL-3, einem Dif f erenzierungsf aktor fiir Basophile 
und Eosinophile ( CellSystems , Remagen, Deutschland) , ausgesat. 
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Nach 16-tagiger Inkubation bei 37 °C in einer befeuchteten At- 
mosphare (5 % C0 2 ) wurden die entstandenen Kolonien ausgezahlt, 
mit einer Pasteur-Pipette auf Objekttrager ubertragen und zur 
morphologischen Untersuchung mit May-Griinwald-Giemsa gefarbt. 
Dabei zeigten sich neben den iiberwiegenden reinen Basophilen- 
Kolonien auch gemischte Eosinophile-Basophile- , Basophile- 
Makrophagen- und multipotente Basophile-Eosinophile-Makropha- 
gen- und/oder Neutrophile-Kolonien . 

Dies zeigt, daft 97A6-positive Vorlauf erzellen entweder auf die 
Entwicklung eingeschrankte , bipotente Oder multipotente Vorlau- 
ferzellen von verschiedenen myeloischen Zellen einschlieJilich 
Basophilen sind. 

Beispiel 4 : 

9 7A6-Antigenexpression wahrend der Basophilen-Entwicklung 

IL-3 ist ein Stimulator fiir Wachstum und Dif f erenzierung von 
Basophilen und deren Vorlauf erzellen . Zur Erzeugung von Baso- 
philen aus Vorlauf erzellen wurden CD34-positive Zellen mittels 
MACS aus peripherem Blut isoliert und in Serum-freiem IMDM- 
Medium mit 700 jjg/ml Holo-Transf errin , 40 /jg/ml niedermolekula- 
ren humanen Proteinen und 10 yg/ml Insulin (Sigma, Munchen, 
Deutschland) kultiviert und mit 100 ng/ml IL-3 ( Behring-Werke , 
Marburg, Deutschland) 0, 3, 5, 7, 10 und 14 Tage lang stimu- 
liert. Zur Untersuchung der Expression des 97A6-Antigens wurden 
die Zellen danach wie bei Beispiel 1 beschrieben mit Hilfe des 
Antikorpers 97A6 markiert. Der Anteil 97A6-positiver Zellen 
wurde durchf luBzytometrisch bestimmt. 
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Dabei zeigte sich ein signif ikanter Anstieg des Anteils 97A6- 
positiver Zellen von 1 ± 0 , 5 % am Tag Null der Kultivierung auf 
iiber 60 % am dritten Tag der Kultivierung. Anschlieflend blieb 
dieser Anteil etwa konstant und fiel erst gegen Ende der 14- 
tagigen Kultivierung geringfiigig ab (Fig. 1). 

Bei der morphologischen Beurteilung der 97A6-positiven Zellen 
nach einer May-Griinwald-Giemsa-Farbung zeigten sich uberwiegend 
Basophile. Der rasche Anstieg des Anteils 97A6-positiver Zellen 
zeigt, daJ3 das 97A6-Antigen schon in friihen Stadien der Base-- 
philen-Entwicklung exprimiert wird. Dies wird auch durch den in 
Beispiel 3 beschriebenen Versuch demonstriert , bei dem mit Hil- 
fe des 97A6-Antigens Vorlauf erzellen von Basophilen isoliert 
wurden. Auch in Beispiel 1 wurde dieses Ergebnis bestatigt, in- 
dent aus peripherem Blut von Patienten mit CML in der beschleu- 
nigten Phase 97A6-positive Zellen als unreife basophile Vorlau- 
f erzellen identif iziert werden konnten. 

Beispiel 5; 

Immunprazipitation von Zelloberf lachenmolekulen mit dem Anti- 
korper 9 7A6 

Zellen der basophilen Vorlauf erzellinie KU-812 wurden nach dem 
Lactoperoxidase-Verf ahren mit 125 I oberf lachenmarkiert und an- 
schlieJ3end mit NP-4 0 lysiert. Die Immunprazipitation wurde mit 
vorgebildeten Komplexen von 97A6-Antik6rpern durchgef iihrt . Die 
97A6-Antik6rper waren an Sepharose-Beads immobilisiert , die mit 
sekundaren Antikorpern konjugiert waren. Als Kontrolle wurde 
eine Immunprazipitation mit Beads ohne den 97A6-Antik6rper 
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durchgef iihrt . Nach dem Kochen der Proben in SDS unter reduzie- 
renden Bedingungen in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol und unter 
nicht-reduzierenden Bedingungen wurden die apparenten Mole- 
kulargewichte durch gelelektrophoretische Auftrennung auf 5-15- 
prozentigen Polyacrylamidgelen (Laemmli, UK, Nature 227 (1970), 
680) unter Verwendung von 14 C-methylierten Markerproteinen nach 
Autoradiographie bestimmt. 

Das Ergebnis dieser Immunprazipitation ist in Fig. 2 gezeigt. 
Mit dem Antikorper 97A6 konnen Proteine mit einem apparenten 
Molekulargewicht von ca. 270 kD und ca. 150 kD unter reduzie- 
renden Bedingungen und von ca. 2 70 kD unter nicht-reduzierenden 
Bedingungen prazipitiert werden. Bei dem Protein-Komplex han- 
delt es sich um eine neue, bisher unbekannte Oberf lachenstruk- 
tur, die auf Basophilen, Mastzellen und deren Vorlauf erzellen 
vorkommt . 

Beispiel 6 : 

Koexpression von CD-Antigenen auf 97A6-positiven Zellen 

Knochenmarkzellen (BM) , Zellen des peripheren Blutes (PB), Zel- 
len des peripheren Blutes von CML-Patienten ( PB CML) und CD34- 
positive Zellen des peripheren Blutes, die mit 100 ng/ml IL-3 
stimuliert wurden und nach drei Tagen (d3 PB (+IL-3) ) bzw. nach 
14 Tagen (dl4 PB (+IL-3)) geerntet wurden, wurden mit 97A6-PE, 
FITC-kon jugierten Antikorpern der angegebenen Spezifitat und 
mit Anti-CD34-PerCP-Antik6rpern ( HPCA-2-PerCP ) (Becton Dickin- 
son, Heidelberg, Deutschland) gefarbt. Die FITC-kon jugierten 
Antikorper gegen CD10 (W8E7), CD26 (L272), CD44 (L178), CD71 
(L01.1) und HLA-DR (L243), (Becton Dickinson), CD13 (SJ1D1), 



CD16 (3G8), CD33 ( D3HL6 0 .251) , CD38 (T16), (Immunotech, Kre- 
feld, Deutschland), CD117 (9B9), (Holzel Diagnostics, Koln, 
Deutschland) , IgE (polyklonal ) , (BioSource, Ratingen, Deutsch- 
land), CD55 (1A10) und CD59 (P282H19), (PharMingen, Hamburg, 
Deutschland), CD123 { 7G3 ) , (PharMingen), CD164 ( 103B2/9E10 ) , 
(Zannettino A.C.B. et al., Blood 92. (1998), 2613), CD81 
(JS-64), (Immunotech) und CDwl7 (MEM74), (BioSource) wurden je- 
weils zusammen mit den Zellen, dem Antikorper 97A6-PE und Anti- 
CD34-PerCP 30 Minuten auf Eis inkubiert, zweimal gewaschen und 
mittels eines Durchf luflzytometers analysiert. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. "+/-" zeigen positive Subpopula- 
tionen an, "n.d." bedeutet, daJV das entsprechende Antigen nicht 
i nachgewiesen wurde. 



Tabelle 1: Koexpression von CD-Antigenen auf 97A6-positi- 

ven Zellen 





PB 

CD34" 


PB 

CD34* 


BM 

CD34" 


BM 

CD34 + 


PB 
CML 


d3 PB 
(+ IL-3) 


dl4 PB 
(+ IL-3) 


CD10 




n.d. 








n.d. 




CD13 


+ 




+ /- 


+ /- 


+ /- 




+ /- 


CD16 




n.d. 


n.d. 


n.d. 


+ /- 


n.d. 




CD17 


+ 




+ /- 


+ /- 


+ /- 


+ /- 




CD26 


+ 




+ 


+ /- 


+ 


+ /- 


+ /- 


CD33 


+ /- 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




CD38 


+ 
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+ 


+ 


+ 


+ 


+ /- 


CD44 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ /- 


CD55 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


CD59 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


CD71 




+ 


+ /- 


+ 




+ 


+ /- 


CD81 


+ /- 


n.d. 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 
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CD117 




+ 




+ 




+ 


n . d . 


CD123 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


n . d . 




CD164 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ /- 


a-IgE 


+ 


+ /- 


+ 


+ 






+ /- 


HLA-DR 




+ /- 


+ /- 


+ 




+ 


+ /- 



Diese Studie zeigt, daJ3 reife Basophile (CD34-negativ) des pe- 
ripheren Blutes negativ fiir CD117, einem Marker fur Mastzellen 
und negativ fiir CD71, einem Marker fiir prolif erierende Zellen, 
sind, jedoch CD17 und eine hohe Dichte der IL-3-Rezeptor-Alpha- 

. Kette (CD123), einem Marker fiir Basophile, Eosinophile und Mo- 
nozyten, exprimieren. CD3 4— negative Knochenmarkzellen scheinen 
CD13, CD17, CD71 und HLA-DR heterogener zu exprimieren als 
Basophile des peripheren Blutes. Eine ahnliche Expression wird 
auf Basophilen des peripheren Blutes von CML-Patienten in der 
Akzelerationsphase gefunden. Im Gegensatz zu den entsprechenden 
Knochemarkzellen sind alle CD34 + 97A6 + -Basophilenvorlauf er des 
peripheren Blutes negativ fiir CD13, CD17 und CD26. Dies zeigt, 
daJ3 die Vorlaufer aus dem peripheren Blut etwas unreifer sind. 
^Beide Vorlaufer sind jedoch positiv fiir CD117 und CD71, die auf 

/ reifen Basophilen nicht vorkommen. Anders als reife Basophile 
aus dem peripheren Blut exprimieren kultivierte 97A6 + - 
Basophile, die aus CD34-positiven Zellen des peripheren Blutes 
durch Stimulation mit IL-3 erhalten wurden, nur wenig oder kein 
CD38, aber eine hohe Dichte von HLA-DR-Molekiilen . 

Diese Daten zeigen, daJ3 das 97A6-Antigen kontinuierlich in al- 
ien Stadien der Basophilenreif ung exprimiert wird, wahrend die 
Expression von CD-Antigenen auf Basophilen von unterschiedli- 
chem Reifungsgrad und aus unterschiedlichen Quellen deutlich 
schwankt . 



Beispiel 7 : 



Nachweis der Aktivierung von Basophilen mittels des Antikopers 
97A6 . 

In dieser in den Fig. 3a und 3b dargestellten Studie wurde je 
eine Blutprobe eines Spenders, der gegen Akarinen allergisch 
ist (Blut 1), und eine Blutprobe eines Spenders, der nicht 
allergisch ist (Blut 2), zur Gerinnungsinhibition mit Heparin 
behandelt. Anschlieflend wurden jeweils 100 jul Blut jeder Probe 
entweder mit einem Anti-IgE-Antik6rper (Klon E124-2-8/De2 , Maus 
IgG 1, Immunotech) in den in Fig. 3a angegebenen Endkonzentra- 
tionen oder mit Akarinen-Antigen ( Stallergenes , Anthony, Frank- 
reich) in den in Fig. 3b angegebenen Verdiinnungen 15 Minuten 
bei 37 °C inkubiert. Nach dem Waschen einer jeden Probe mit 
PBS/20 mM EDTA und anschlieBendem Abzentrif ugieren der Zellen 
wurden die Zell-Pellets in 100 jjI PBS/BSA resuspendiert . Zu je- 
der Probe wurden 20 pil des Antikorpers 97A6-PE in einer Konzen- 
tration von 25 pg/ml zugesetzt. Nach 15-minutiger Inkubation 
bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Zellen gewaschen und 
die roten Blutzellen mittels des IOTest-Lysing-Reagenz 
(Immunotech Nr. 486) lysiert. Nach erneutem Waschen und Re- 
suspendieren der Zellen in PBS/BSA wurde die Fluoreszenz in 
einem Durchf luBzytometer gemessen. 

Dabei entsprach die Fluoreszenz-Farbung bei den niedrigsten 
Konzentrationen der Aktivatoren Anti-IgE und Akarinen-Antigen 
derjenigen Fluoreszenz-Farbung ohne diese Aktivatoren. 

Das in der Fig. 3a dargestellte Ergebnis zeigt, daB der fur 
Basophile bekannte Aktivierungsmechanismus , bei dem IgE, das 
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auf der Zelloberf lache von Basophilen gebunden ist, durch Anti- 
korper vernetzt wird, im Rahmen der Aktivierung zu einer sehr 
schnellen Prasentation derjenigen Oberf lachenstruktur auf den 
Basophilen fiihrt, die vom Antikorper 97A6 erkannt wird. 



Das in Fig. 3b dargestellte Ergebnis zeigt, daB nur diejenigen 
Basophilen, die von dem Spender stammen, der gegen Akarinen 
allergisch ist, auf die Inkubation mit Akar inen-Antigen mit ei- 
ner verstarkten Prasentation derjenigen Oberf lachenstruktur 
reagieren, die von dem Antikorper 97A6 erkannt wird. Die Baso- 
philen aus dem Blut des nicht allergischen Spenders zeigen da- 
gegen nach der Inkubation mit dem Akarinen-Antigen keine ver- 
starkte Prasentation dieser Oberf lachenstruktur . 



Der dahinterstehende Mechanismus besteht hochstwahrscheinlich 
darin, daB die auf den Basophilen des allergischen Spenders ge- 
bundenen IgE-Immunglobuline das Akarinen-Antigen erkennen kdn- 
nen und durch die Inkubation mit diesem Antigen vernetzt wer- 
den, so daB es zu einer Aktivierung der Basophilen kommt und 
die Basophilen daraufhin ebenso wie bei der Aktivierung durch 
Anti-IgE-Antikorper mit einer verstarkten Prasentation der 
Oberf lachenstruktur reagieren, die von dem Antikorper 97A6 er- 
kannt wird. Das Ausbleiben einer Reaktion bei den Basophilen 
des nicht allergischen Spenders zeigt auBerdem, daB der Anti- 
korper 97A6 selbst zu keiner Aktivierung der Basophilen durch 
IgE-Bindung fiihrt. 

Bemerkenswert ist dabei, daB fur diese Prasentation eine nur 
15-miniitige Inkubation der Zellen bei 37 °C mit dem Antigen 
bzw. den Anti-IgE-Antikorpern ausreicht. 
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Dieses Testverf ahren eroffnet die Moglichkeit, mit einer Blut- 
probe von wenigen Millilitern einen Allergietest durchzuf uhren , 
bei dem verschiedenste Allergene in kurzer Zeit daraufhin gete- 
stet werden konnen, ob sie die Basophilen des Spenders aktivie- 
ren konnen. 



Patentanspriiche 



1 . Verwendung eines Antikorpers zur Detektion und/oder Quan- 
tifizierung und/oder Isolierung von Basophilen und/oder 
Mastzellen und/oder den Vorlauf erzellen von Basophilen 
und/oder Mastzellen und/oder einer Oberf lachenstruktur 
dieser Zellen, dadurch gekennzeichnet, da/3 eine Bindung 
des Antikorpers an derjenigen Oberf lachenstruktur der Zel- 
len erfolgt, an die der Antikorper mit der Bezeichnung 
97A6 binden kann, der von Hybridomzellen produziert und 
freigesetzt wird, die am 12.02.1997 unter der Nummer 
DSM ACC 2297 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganis- 
men und Zellkulturen GmbH, DSMZ , gemaJ3 dem Budapester Ver- 
trag hinterlegt worden sind. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
der verwendete Antikorper ein monoklonaler Antikorper ist. 



3 . Verwendung nach Anspruch 
kennzeichnet , dafi der Ant 
Inununglobulinen der Klass 



1 oder Anspruch 2, dadurch ge- 
korper im wesentlichen nicht mit 
IgE wechselwirkt . 



4. Verwendung nach einem der Ansprliche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Antikorper 97A6 selbst zur Detektion 
und/oder Isolierung verwendet wird. 



Verwendung nach einem der Ansprliche 
hang mit der Analyse der Hamatopoese. 



1 bis 4 im Zusammen- 



Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5 im Zusammen- 
hang mit der Analyse von Patientenproben , insbesondere von 
Gewebebiopsien , Knochenmarkbiopsien und/oder Blutproben. 



Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 im Zusammen- 
hang mit der diagnostischen Einordnung von Tumoren, insbe- 
sondere von Leukamien. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet , daJ3 der Antikorper mit einem Marker, insbe- 
sondere mit einem FLuoreszenz-Marker verbunden ist. 



Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet , daJ3 der Nachweis gebundener Antikorper durch 
ein iibliches imunologisches Nachweisverf ahren , insbesonde- 
re ELISA Oder FACS-Analyse erfolgt. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9 zum Nachweisen 
und/oder Quantif izieren von aktivierten Basophilen. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10 zur Bestim- 
mung des AusmaJ3es der Aktivierung von Basophilen. 

Verfahren zur Untersuchung von Allergien, mit den Schrit- 
ten : 

- Inkubieren einer Blutprobe mit einem Agens , das im 

Verdacht steht, eine allergische Reaktion auszulo- 
sen , 
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Inkubieren dieser Blutprobe mit einem in den Anspru- 
chen 1 bis 4 verwendeten Antikorper, 

Quantif izieren der an Zellen gebundenen Antikorper. 

13. Verfahren zur Bereitstellung von hamatopoetischen Vorlau- 
ferzellen, die in Mastzellen oder Basophile dif f erenzieren 
konnen, mit den Schritten: 

Isolieren und Bereitstellen von Knochenmarkzellen 
aus einem Organismus, 
- Inkubieren dieser Knochenmarkzellen mit einem in den 
Anspruchen 1 bis 4 verwendeten Antikorper, 
Isolieren der antikorpergebundenen Zellen mit ubli- 
chen Verfahren, insbesondere FACS oder MACS. 

14. Im wesentlichen reine Population von Basophilen und/oder 
Mastzellen und/oder den Vorlauf erzellen von Basophilen 
und/oder Mastzellen, wobei die Zellen von einem Reagenz 
gebunden werden konnen, das spezifisch an solche Ober- 
f lachenstrukturen dieser Zellen bindet, an die der Anti- 
korper 9 7A6 bindet. 

15. Reagenz zum Binden von Basophilen und/oder Mastzellen 
und/oder den Vorlauf erzellen von Basophilen und/oder Mast- 
zellen, dadurch gekennzeichnet , da/3 es einen in den An- 
spriichen 1 bis 4 verwendeten Antikorper, vorzugsweise den 
Antikorper 97A6 enthalt. 

16. Protein-Komplex, der auf Zelloberf lachen prasentiert wird, 
dadurch gekennzeichnet, dafl er von dem Antikorper 97A6 ge- 
bunden werden kann und in einer SDS-Polyacrylamidgel- 
elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen Banden mit 
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einem apparenten Molekulargewicht von etwa 270 kD und etwa 
150 kD sowie unter nicht-reduzierenden Bedingungen eine 
Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 270 
kD erzeugt. 



17. Vektor mit einer Nukleinsaure , die fur mindestens eine 
Proteinsequenz aus dem Protein-Komplex nach Anspruch 16 
codiert. 



18. Nukleinsaure, die eine Nukleinsauresequenz umfaJ3t, die fiir 
mindestens eine Proteinsequenz aus dem Protein-Komplex 
nach Anspruch 16 codiert oder die zu einer solchen Nu- 
kleinsauresequenz komplementar ist. 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Anti- 
korpers zur Detektion und/oder Quantif izierung und/oder Isolie- 
rung von Basophilen und/oder Mastzellen und/oder den Vorlaufer- 
zellen von Basophilen und/oder Mastzellen und/oder einer Ober- 
f lachenstruktur all dieser Zellen, wobei eine Bindung des Anti- 
korpers an derjenigen Oberf lachenstruktur der Zellen erfolgt, 
an die der Antikorper mit der Bezeichnung 97A6 binden kann, der 
von Hybridomzellen produziert und freigesetzt wird, die am 
12.02. 1997 unter der Nummer DSM ACC 2297 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, gemafi 
dem Budapester Vertrag hinterlegt worden sind. 
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